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Biofilms zijn leefgemeenschappen van micro-organismen in een matrix van 
extracellulaire polymere substanties welke een belangrijke rol spelen in het 
behoud van de visco-elastische eigenschappen van een biofilm. Visco-
elasticiteit is één van de functies die een biofilm bezit om zichzelf te 
beschermen tegen mechanische verwijdering en wordt bepaald door de 
structuur en samenstelling van een biofilm. Structuur en samenstelling van 
een biofilm bepalen ook de mate van penetratie van antimicrobiële stoffen 
in een biofilm. Dusver zijn biofilm structuur en samenstelling enkel visueel 
vastgesteld met behulp van microscopische technieken en bestaan er geen 
kwantitatieve middelen om deze eigenschappen te evalueren. Dit is wel 
wenselijk voor een beter begrip van de doorgaans gebrekkige 
antimicrobiële penetratie in een biofilm. Omdat er een relatie is tussen 
visco-elasticiteit, structuur en opbouw van een biofilm, stellen we in 
Hoofdstuk 1 als hypothese voor dit proefschrift dat de visco-elasticiteit van 
een biofilm samenhangt met penetratie van antimicrobiële stoffen. 
Verificatie van deze hypothese vormt het hoofddoel van dit proefschrift. 
 
In Hoofdstuk 2 zoeken we in vitro bewijzen voor deze hypothese, door te 
onderzoeken of de visco-elastische eigenschappen van orale biofilms 
samenhangen met chloorhexidine (CHX) penetratie in deze biofilms. In 
vitro biofilms met verschillende visco-elastische eigenschappen van kok- en 
staafvormige organismen zijn gegroeid tot eenzelfde dikte in een parallelle 
plaat flow kamer (PPFC) en een constant depth film fermenter (CDFF) en 
blootgesteld aan vervorming. Stress-relaxatie toonde een snelle, een 
middel-langzame en een langzame reactie op de geïnduceerde vervorming 
van een biofilm, overeenkomend respectievelijk met de uitstroom van 
water, extracellulaire polymere substanties en herverdeling van bacteriën 
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in de vervormde biofilm. De penetratie van CHX in deze biofilms nam toe 
met toenemende waarde van het langzame en afnemende waarde van de 
snelle relaxatie reactie. Betrokkenheid van het langzame relaxatie element 
suggereerde dat biofilm structuren waarin na deformatie uitgebreide 
herverdeling van bacteriën kan plaatsvinden meer open zijn, waardoor de 
penetratie van antimicrobiële stoffen beter wordt. Aannemende dat de 
snelle relaxatie component de aanwezigheid van water vertegenwoordigt, 
suggereert dit dat in de diepere lagen van de biofilm water de concentratie 
van antimicrobiële stoffen verlaagt tot ineffectieve waarden.  
 
In Hoofdstuk 3 is een module ontworpen waarmee in vivo gevormde orale 
biofilm verzameld kan worden, zodat bekeken kan worden in welke mate 
in vivo gevormde orale biofilms en in vitro orale biofilms, gevormd in de 
PPFC of CDFF, te vergelijken zijn met betrekking tot hun visco-elastische 
eigenschappen en CHX penetratie. De in vivo gevormde orale biofilms zijn 
gegroeid zonder mechanische verstoring. Vrijwilligers droegen de module 
8 weken lang op het buccale oppervlak van de eerste molaar. Biofilms 
vormden zich op een rechthoekig, roestvrij stalen plaatje welke gebonden 
werd aan de module. Elke twee weken werd het roestvrij stalen plaatje, met 
de op de binnenzijde in vivo gevormde biofilm, verwijderd om de visco-
elastische eigenschappen van de biofilm en de penetratie van CHX te 
bepalen. Twee weken ongestoorde in vivo gevormde biofilm leverde een 
vergelijkbare dikte op als van in vitro verkregen biofilms na 48 uur (PPFC) 
of 96 uur (CDFF) groei. In vivo gevormde orale biofilms toonden relaxatie 
karakteristieken voor 10% en 20% geïnduceerde deformatie welke het 
meest overeenkomen met die van in vitro biofilms gevormd in de PPFC. Bij 
50% geïnduceerde deformatie, wordt de basis van de biofilm betrokken bij 
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het relaxatie proces en werden er geen significante verschillen gevonden 
tussen stress-relaxatie van in vivo en in vitro gevormde biofilms. Ex situ 
CHX penetratie in in vivo gevormde orale biofilms toonde een zelfde 
afhankelijkheid van de snelle en langzame relaxatie reacties als bij in vitro 
gevormde biofilms. Deze studie toont aan dat kwantitatieve relaties 
kunnen worden verkregen tussen biofilm eigenschappen en CHX 
penetratie, welke voor zowel in vitro als in vivo gevormde biofilms gelden. 
Hierbij kan het belangrijk zijn om in verschillende in vitro systemen 
gevormde biofilms te gebruiken om biofilms gevormd op verschillende 
plaatsen in de mondholte na te bootsen. Biofilms gegroeid in de PPFC 
lijken meer op de buitenkant van in vivo gegroeide biofilms, terwijl biofilms 
gegroeid met behulp van compressie in de CDFF de eigenschappen van de 
diepere lagen van de in vivo gegroeide biofilms beter nabootsen. 
 
CHX, hoewel effectief, bezit verschillende nadelen voor langdurig klinisch 
gebruik. Het is bekend dat andere commercieel verkrijgbare 
mondspoelmiddelen een verscheidenheid aan antimicrobiële middelen 
bevatten. In Hoofdstuk 4 tonen we aan dat commercieel verkrijgbare 
mondspoelmiddelen antimicrobiële middelen bevatten, welke de eerder 
gevonden relatie tussen visco-elasticiteit en penetratie van antimicrobiële 
stoffen ondersteunt. Belangrijk is dat in dit hoofdstuk biofilms statisch 
gegroeid zijn in een well systeem en niet in de CDFF of PPFC. Hierbij 
merkten we dat statisch gegroeide biofilms relatief snelle relaxatie reacties 
hebben, waaruit blijkt dat deze biofilms veel water bezitten. 
 
In Hoofdstuk 5 evalueren we de invloed van poetsen zonder contact op de 
penetratie van antimicrobiële stoffen in een biofilm welke achtergebleven is 
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na poetsen. Meersoortige orale biofilms werden onderworpen aan 
deformatie voor en na poetsen op 4 mm afstand. Er werd geen afname in 
de dikte van de biofilm gevonden. Stress-relaxatie werd gemeten en 
geanalyseerd door middel van een drie elementen (reacties) Maxwell 
model. Ook penetratie van antimicrobiële stoffen van commerciële 
mondspoelmiddelen werd geëvalueerd op biofilms voor en na poetsen. We 
vonden dat poetsen zonder contact de betrokkenheid van het snelle 
relaxatie element liet dalen en de betrokkenheid van het langzame element 
liet stijgen, welke samenhangt met een diepere penetratie van CHX en 
cetylpyridiniumchloride. Een daling van de waarde van het snelle element 
geeft aan dat er minder water vastgehouden wordt in de biofilm, waardoor 
verdere verdunning van antimicrobiële middelen wordt voorkomen 
wanneer deze dieper de biofilm binnendringen. Een vergrote 
betrokkenheid van het trage element was het gevolg van een meer open 
structuur, waardoor diepere penetratie mogelijk is. 
 
In Hoofdstuk 6 vatten we de vooruitgang samen die sinds de 17e eeuw 
gemaakt is betreffende het kwalitatieve begrip van de slechte penetratie 
van antimicrobiële stoffen in biofilms. Er is aangetoond dat visco-elasticiteit 
van een biofilm kan dienen als een kwantificeerbare parameter bij het 
beschrijven van biofilm structuur en compositie. Gezien de relatie met 
penetratie van antimicrobiële stoffen, wordt voorgesteld visco-elasticiteit 
van biofilms als een virulentiefactor te beschouwen. 
 
Samenvattend levert dit proefschrift niet alleen een verbeterd begrip op 
van de penetratie van antimicrobiële stoffen in biofilms, maar ze laat tevens 
zien dat er een nieuwe weg ingeslagen kan worden bij de ontwikkeling van 
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elektrische tandenborstels, met als doel om biofilm, die onvermijdelijk hier 
en daar op tanden achterblijft na poetsen, visco-elastische eigenschappen te 
geven die optimaal zijn voor penetratie van antimicrobiële stoffen, wat dan 
de substantiviteit van antimicrobiële middelen verhoogt. 
 
 
 
 
